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論文内容の要旨
心的外傷後ストレス障害（PTSD）は恐怖記憶が原因
となった重篤な精神障害である。ヒトと動物の間で恐怖
記憶制御機構の共通性が観察されるため，動物における
恐怖記憶制御基盤の解明が PTSDの治療方法に貢献で
きると注目されている。
ヒトを含む高等生物において，記憶形成に重要な役割
を持つ海馬領域では神経新生，すなわち，神経細胞の新
規産生が生涯に渡って起こっており，記憶制御プロセス
群に対する海馬神経新生の重要性が示唆されている。他
方，最近の解析から，成体海馬神経新生の促進が海馬依
存性記憶の忘却を誘導することが示された。
以上の背景から本研究では，神経新生の役割を中心と
して海馬依存性記憶の制御基盤を解明し，PTSD治療に
向けた恐怖記憶操作法を開発することを目的とした。
1． メマンチン投与による成体海馬神経新生促進が記憶
形成能力に与える影響の解析
N-methyl-D-aspartateグルタミン酸受容体（NMDAR）
の非競合的阻害剤であるメマンチン（MEM）は，現在
アルツハイマー病の治療薬として使用されている。最近
の研究から，高濃度の MEMをマウスに腹腔内投与す
ると，海馬歯状回における神経幹細胞の増殖を劇的に促
進することが示され，MEM単回投与により神経新生が
促進されることが明らかとなった。そこで本章では，
MEM投与による成体海馬神経新生促進が海馬依存性記
憶形成に与える影響を解析した。
1-1. MEM投与後の海馬依存性記憶形成能力の行動学
的解析
成体雄マウスにMEM（50mg/kg）または溶媒を単回
腹腔内投与し，MEM投与 2日後に，新生神経細胞を標
識するため，チミジン類似体 5-bromo-2-deoxyuridine
（BrdU ; 50mg/kg）を 2時間毎に 4回腹腔内投与した。
MEM投与 3日，3，6週間あるいは 4ヶ月後に，二種類
の海馬依存的な記憶課題を用いてマウスの記憶能力を評
価した。
モリス水迷路課題はマウスに空間記憶を形成させる課
題である。四方向が認識できる部屋に円形のプールを設
置し，水面下にプラットホーム（PF）を置いた。PFの
位置を学習させるため，1日 2回，3日間連続で，マウ
スをプールに放し，マウスが PFに到達するまでの時間
を測定した（トレーニング）。3日目のトレーニングか
ら 24時間後に PFを取り除いたプールにてマウスを 1
分間泳がせ，その軌跡を記録した（テスト）。テストに
おいて，PFが存在した区画（TQ区）に滞在した時間
が他の区画よりも有意に長ければ空間記憶を形成したと
判断した。トレーニング過程では，MEM投与後の時間
経過に関わりなく，溶媒群と MEM群の間に差異は観
察されなかった。テストでは，MEM投与 3，6週間後
において，MEM群のみ TQ区に選択的に滞在したこと
が観察され，MEM群が空間記憶を形成したことが認め
られた。一方，全ての溶媒群，及び，投与 3日または
4ヶ月後のMEM群では，空間記憶の形成は認められな
かった。また，社会的認知記憶課題においても，MEM
投与 3週間後に記憶能力向上が得られた。以上の行動学
的解析から，MEM投与から 3∼6週間後において，海
馬依存性記憶形成能力が向上することが示唆された。
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1-2. MEM誘導神経新生促進と記憶形成能力向上との
関係性の解析
モリス水迷路課題終了後に，マウスを免疫組織染色に
供して，BrdU 陽性細胞数を測定した。その結果，
MEM投与後の時間経過に関わりなく，溶媒群と比較し
て，MEM 群では BrdU 陽性細胞が有意に多く観察さ
れ，過去の報告と一致して，MEM投与により成体海馬
神経新生が促進されたことが示された。続いて，BrdU
陽性細胞数とテストにおいて各個体が示した TQ区に滞
在した時間とを比較した結果，投与 3週間後の MEM
群においてのみ，BrdU陽性細胞数と TQ区滞在時間と
の間に，有意な正の相関関係が観察された。従って，
MEM投与 3週間後では，BrdU陽性細胞数が多い個体
ほど，より強い空間記憶を形成していたことが示唆され
た。
1-3. 記憶回路参入を指標としたMEM誘導新生神経細
胞の性状解析
cAMP responsive element binding protein（CREB）
情報伝達系の活性化，すなわち，CREB のリン酸化は
記憶形成時並びに想起時に観察されるため，この
CREBリン酸化（pCREB）は記憶回路に参入している
神経細胞のマーカーとなる。そこで，この CREBリン
酸化を指標にして，MEM投与によって新生した神経細
胞が記憶回路に参入しているかを解析した。1-2と同様
に，マウスに MEM 及び BrdU を投与し，MEM 投与
から 3週間後にモリス水迷路課題に供した。モリス水迷
路課題終了後に免疫染色に供し，BrdU及び pCREB陽
性細胞数をそれぞれ定量した。その結果，溶媒群に比較
して，MEM群では，BrdU陽性細胞数（BrdU+）と同
程度の増加率で，BrdU と pCREB の二重陽性細胞
（BrdU+/pCREB+），すわなち，空間記憶回路に参入し
ている新生神経細胞が多く観察された。従って，MEM
投与によって増加した新生神経細胞は自然に産生された
新生神経細胞と同等に記憶回路に参加し得ることが明ら
かとなり，正常な神経細胞として機能することが示唆さ
れた。
1-4. 結論及び考察
過去の報告から，神経新生後 3∼8週齢の若い成熟神
経細胞は，より記憶回路に取り込まれやすいことが知ら
れている。この点から考察すると，MEM投与 3日後で
は，MEM投与によって増殖した細胞は未成熟の段階で
あったため，記憶能力に影響を与えなかったと考えられ
る。一方，MEM投与 3∼6週間後において記憶形成能
力の向上が観察された考察として，MEM投与によって
増殖した幹細胞が成熟した神経細胞となり，この若い成
熟神経細胞の集団が記憶能力の向上に貢献したものと考
えられる。以上より，MEM投与によって海馬神経新生
が促進され，成熟したての神経細胞が海馬依存性記憶能
力に貢献すると結論した。
2． 成体海馬神経新生促進による恐怖記憶の忘却促進方
法の開発
現在，PTSD の有効な治療法である持続エクスポー
ジャー療法の生物学的基盤は「恐怖記憶消去」である。
世界的に，この持続エクスポージャー療法を迅速化する
ために，恐怖記憶制御基盤を応用することが試みられて
いる。一方，先述したように，海馬神経新生の亢進によ
り記憶の忘却が誘導されていることが示唆されている。
そこで，本研究では，MEM投与による神経新生促進に
より，恐怖記憶の忘却を誘導する新規 PTSD治療方法
の開発を試みた。
2-1. 既存の海馬依存性恐怖記憶に対するMEM投与効
果の解析
海馬依存性恐怖記憶である恐怖条件付け文脈記憶課題
を用いて，記憶形成後に MEMを投与することで神経
新生を促進し，恐怖記憶忘却に対する MEM投与の効
果を解析した。マウスをチャンバーに入れ，148秒後に
0.4mA，2秒間の電気ショックを与えた（トレーニン
グ）。トレーニングの 24時間後に再度チャンバーにマウ
スを 5分間入れ，げっ歯類が示す恐怖反応（すくみ反
応）を示した時間の長さ（Freezing）を測定した（テ
スト 1）。その 24時間後からMEM（50mg/kg）または
溶媒を 1週間毎に計 4回投与した。投与終了後（テスト
１の 1ヶ月後）にテスト 1と同様に Freezingを測定し
た（テスト 2）。その結果，テスト 1 では溶媒群と
MEM群の間で差は観察されなかったものの，テスト 2
では，MEM群では溶媒群と比較して Freezingが有意
に短かったことから，MEM投与による恐怖記憶の忘却
が認められた。さらに，テスト 2の 4週間後に再度チャ
ンバーに戻した結果（テスト 3），MEM 群は依然とし
て溶媒群に比べて短い Freezingを示し，MEM投与後
の恐怖記憶忘却には，恐怖記憶消去で観察される恐怖記
憶の自然回復は観察されないことが示された。
2-2. MEM誘導神経新生促進と恐怖記憶忘却との関係
性の解析
トレーニング後，25mg/kgの濃度の MEMを 1週間
毎に 4回投与し，MEM投与後にそれぞれ BrdUを単回
投与した。トレーニング 1日後（テスト 1）と 4週間後
（テスト 2）にそれぞれ Freezingを測定し，テスト 2後
に BrdU陽性細胞数を定量した。その結果，MEMを投
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与した群においてのみ，テスト 1からテスト 2にかけて
減少した Freezingの値の絶対値と BrdU陽性細胞数と
の間に有意な正の相関関係が観察された。従って，海馬
神経新生が亢進された個体ほど，恐怖記憶の忘却が促進
されたことが示された。
2-3. 成体海馬神経新生促進が古い恐怖記憶に与える影
響の解析
げっ歯類では，記憶形成後 3∼4週間程度経過すると，
記憶想起に海馬は必要とされなくなる。PTSDの原因と
なる恐怖体験の記憶は少なくとも半年程度前の記憶であ
るため，海馬依存性が失われた「古い」記憶であると考
えられる。しかし，PTSD治療を目指す恐怖記憶操作方
法開発が世界的に試みられているものの，「古い恐怖記
憶」を対象とした操作方法開発に成功した例はない。そ
こで，古い恐怖記憶操作法開発の端緒として，古い恐怖
記憶に対する MEM投与の影響を解析した。トレーニ
ング 8週間後から，2-1と同様にMEMを 4回投与し，
投与終了後に Freezing を測定した。その結果，MEM
群は溶媒群と同程度の Freezingを示し，古い恐怖記憶
の場合には，MEM投与による恐怖記憶の忘却は誘導さ
れないことが示された。
所属研究室の解析から，古い恐怖記憶であろうとも，
記憶を想起させる時間を長くすることによって海馬依存
性が復活することが示唆されている（Suzuki et al. J.
Neurosci. 2004，福島ら未発表データ）。そこで，以上
の知見に基づき，トレーニング 8週間後に，恐怖記憶を
想起させるためにマウスをチャンバーに 3または 10分
間再度戻し，その後，2-1と同様にMEMを投与し，投
与終了後に Freezing を測定した。その結果，チャン
バーに 10分間戻したMEM群は他の群より有意に短い
Freezingを示した。すなわち，想起時間が長い群にお
いてのみ，MEM 投与による恐怖記憶忘却が観察され
た。さらに，運動により神経新生が促進されることが知
られているため，MEMを投与する代わりに，ケージに
回し車を一ヶ月設置してマウスに運動させた場合にも，
古い恐怖記憶の忘却が認められた。従って，海馬依存性
を失った古い恐怖記憶であっても，長時間の想起後の神
経新生促進により忘却が誘導されると結論した。
2-4. 結論及び考察
本研究により，海馬依存性を失った古い恐怖記憶で
も，長時間の想起により海馬依存性を復活させること
で，記憶が忘却されることが初めて明らかとなった。現
在，持続エクスポージャー療法を短縮するために「記憶
消去」の応用が世界的に試みられているが，記憶想起後
に神経新生を促進するだけでよい「恐怖記憶忘却」がエ
クスポージャー療法短縮のためのより簡便な手段である
と本研究成果から提言する。
3． 恐怖記憶再固定化及び消去を制御する脳内メカニズ
ムの解明
恐怖記憶は形成直後には不安定であるが，固定化を経
て安定に貯蔵される。恐怖記憶は想起された後に再び不
安定な状態に戻り，その後，再貯蔵するために「再固定
化」が誘導される。一方，想起後には恐怖反応を抑制す
る「消去」も誘導される。想起後の恐怖記憶制御破綻が
PTSDの一因となるため，これら再固定化及び消去の制
御機構解明は PTSD治療に貢献できると考えられてい
る。また，最近，再固定化を誘導後，速やかに消去を誘
導させることで，恐怖記憶の自然回復が観察されなくな
る Reconsolidation update（RU）と呼ばれる現象が報
告された。本研究では，再固定化，消去及び RU を制
御する脳内メカニズムの解明を試みた。
3-1. 恐怖記憶再固定化及び消去を制御するシグナル伝
達系の同定
所属研究室の解析から，恐怖条件付け文脈記憶形成
後，マウスをチャンバーに 3分間戻して恐怖記憶を想起
させると再固定化が誘導され，一方，30分間戻して長
時間恐怖記憶を想起させると消去が誘導されることが示
されている。さらに，CREB のリン酸化を起点とする
c-fos等の遺伝子発現誘導が再固定化及び消去に必要で
あることが示されている。本研究では，脱リン酸化酵素
カルシニューリン（CN），さらに，恐怖記憶想起後に
記憶不安定化と消去を誘導することが示されているプロ
テアソーム依存的タンパク質分解（PD）に着目し，こ
れら情報伝達因子群による想起後の記憶制御機構を蛍光
免疫組織染色法と薬理学的手法を併用して解析した。ま
ず，CN阻害剤 FK506（1mg/kg）の腹腔内投与によっ
て，恐怖条件付け文脈記憶想起後の不安定化及び消去誘
導が阻害されたことから，CN活性化が不安定化及び消
去誘導に必要であることが明らかになった。続いて，
PD 活性化のマーカーであるポリユビキチン鎖（Ub-
Lys48）の形成を指標として PD活性化を免疫組織染色
法により解析した結果，不安定化あるいは消去誘導時に
海馬，扁桃体，前頭前野などの遺伝子発現誘導が認めら
れる脳領域において，PD活性化が認められた。興味深
いことに，FK506投与は，c-fos発現を指標とした遺伝
子発現には影響を与えなかったものの，PD活性化を顕
著に抑制した。以上の結果から，CNは PDの上流情報
伝達因子として，想起後の恐怖記憶制御プロセス群を制
御すると結論した。
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3-2. RUを制御する脳領野の同定
恐怖条件付け文脈学習課題を用いて RU解析系を確
立し，RU 制御機構を 3-1と同様に解析した。その結
果，RUを誘導すると，扁桃体及び前頭前野 IL領域で
は消去誘導時に観察される遺伝子発現誘導（c-fos発現
誘導）と PD活性化が観察されず，一方，海馬では消去
誘導時に認められない遺伝子発現誘導が逆に観察される
ことが明らかとなった。従って，RU誘導により，扁桃
体-前頭前野-海馬では，消去誘導時とは異なる神経回路
が構築されることが示唆され，この RU誘導特異的に
形成される神経回路により，恐怖記憶の自然回復が妨げ
られると考察した。
3-3. 恐怖記憶制御回路同定の試み
想起後の記憶制御を担う神経回路を同定することを目
的として，順行性並びに逆行性トレーサーを用いた神経
回路同定法，並びに，Activity-regulated cytoskeleton-
associated protein（Arc）遺伝子及び Homer 1a遺伝子
発現をモニターする Cellular compartment analysis of
temporal activity by fluorescent in situ hybridization
（catFISH）を用いて，神経回路同定を進めた。
3-4. 結論及び考察
本研究の解析により，再固定化，消去及び RU の制
御する神経回路及び分子基盤の共通性と多様性が明らか
となった。今後の研究において，神経回路の三次元的同
定を進め，これら神経回路の機能的役割を解明すること
が重要である。
4． 総 括
本研究の第一章と第二章の結果から，記憶制御に対す
る海馬神経新生の役割が明らかとなり，神経新生により
産生された若い成熟神経細胞は記憶能力を正に制御する
こと，一方，記憶形成後の神経新生亢進は既存の海馬依
存性記憶の忘却を誘導することが明らかになった。さら
に，この神経新生亢進による記憶忘却制御を利用して，
恐怖記憶の忘却を促進する新規 PTSD治療法を提案し
た（特許出願中）。また，恐怖記憶想起後の記憶制御プ
ロセス群の制御機構の一端を明らかにした。本研究の成
果が臨床の現場で応用され，治療時の苦痛がより軽減さ
れた，より簡便な PTSD治療が実現することを期待し
たい。
審査報告概要
本研究は，神経新生制御を中心とした海馬依存性記憶
の制御基盤を解明し，心的外傷後ストレス障害（PTSD）
治療法に繋がる記憶操作法の開発を目的とした。まず，
海馬神経新生を促進するメマンチン（MEM）を用い
て，記憶制御に対する海馬神経新生の役割を解析した。
MEM投与解析の結果，新生ニューロンが記憶能力向上
に貢献することが強く示唆された。一方，記憶形成後に
MEMを投与すると海馬依存性記憶の忘却が誘導される
ことが明らかとなった。さらに，PTSD治療法開発に対
する応用が期待されている Reconsolidation update
（RU）誘導を中心として，想起後の恐怖記憶制御機構
解析を行った。その結果，海馬，前頭前野及び扁桃体に
おいて，再固定化，消去，RU誘導時にそれぞれ異なる
初期応答遺伝子発現パターンが観察された。従って，想
起後の恐怖記憶制御機構の一端が明らかとなり，PTSD
治療法開発に向けた標的分子群が示唆された。主査およ
び副査から審査報告がなされ，専攻内可否を審議した。
その結果，学位請求者の経歴や学術業績が学位記申請の
要項を満たしていること，外国語を含む最終試験に合格
していること，学位請求論文の研究内容や発表会での質
疑応答の内容が十分であることが認められた。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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